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Abstract 



Two or more analytes of the sample are marked with different fluorescent dyes. A laser excites 
fluorescence and two detectors (or more) receive this light from a volume V and numbers of signals In a 
section and/or inten^als between them are determined. Two or more analytes of the sample are marked 
with different fluorescent dyes. Alternatively, its single analyte is marked with two or more fluorescent 
dyes, A laser excites fluorescence, and two detectors (or more) receive this light from a volume V. Their 
signals are chopped into sections and numbers of signals in a section and/or intervals between them are 
determined. Signal sections from both detectors are^subjected to coincidence analysis. From the 
statistics generated, features characteristic of molecular association, dissoctatioh, chaining, cracking or 
reconfiguration are assessed. 
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Verfahren zum Nachweis von Assoziations,- Dissoziati- 
ons,- Verknupfungs- oder Spaltreaktionen sowie Konfor- 
mationsanderungen von Analyten in einer Probe mittels 
Koinzidenzanalyse, wobei 

- die Probe mindestens zwel mX unterschiedlichen Fluo- 
reszenzfarbstoffen markierte Analyte oder einen mit min- 
destens zwei unterschiedlichen Ruoreszenzfarbstoffen 
markierten Analyten enthalt, 

- die Probe zur Anregung der. Fluoreszenzemission der 
mindestens zwei Farbstoffe von mfndestens einem Laser 
beleuchtet wird, 

- die von der Probe ausgehenden, aus mindestens einem 
MeBvolumenelement V stammenden Ftuoreszenzstgnale 
mittels mindestens zweier Detektionseinheiten detektiert 
werden, 

- die jeweils in den Detektionseinheiten detektierten Si- 
gnale in beliebige Zertabschnitte zerlegt werden, 

- die Anzahl der in mindestens einem Zeitabschnitt ent- 
haltenen Signale unc^oder die Zeitintervaile zwischen Si- 
gnalen in den Zeitabschnitten ermittelt werden, 

- fur mindestens einen Zeitabschnitt der ersten Detekti- 
onseinheit eine Koinzidenzanalyse der ermittelten Oaten 
mit mindestens einem Zeitabschnitt der zweiten Detekti- 
onseinheitdurchgefuhrtwird, wobei die Koinzidenzanaly- 
se eine Kreuzkorrelation unter Ermittiung der Kreuzkorre- 
lationsamplitude G(0) und/oder eine logische UND-Ver- 
knupfung beinhaltet, 

- mindestens eine Statistik der Resultate der Koinzidenz- 
analyse erstellt wird und/oder die Resultate einer Schvvel- 
lenwertanalyse unterzogen werden, 

- diese oder mindestens eine Kombination mehrerer Sta- 
tistiken nach dem Vorhandensein von Merkmalen, welche 



fur eine Assoziations,- Dissoziations,- Verknupfungs- oder 
Spaltreaktion oder Konformationsanderungen charakteri- 
stisch sind, bewertet wird. 
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DE 197 57 740 C2 

Beschreibiing 

Die vorliegendeErfindung betrifflein Veifahren zum Nachweis von Assonaiions -Dissoaations - Verknii„F„„o. 
Spallreakuonen sowie Konfonnalionsanderungen miuel.s Koinadenzanalvse Verknuprungs-oder 

Das Auffinden von MolekUIen mit spezifischen Eigenschaften. wie Bii;dungs.-Inhibitions- oder katelvdschen Ei..„ 
schaften, .si e.ne M Aufgabe in der WirkstofFenlwicklung und in biotechno ogischeT^n^duS W 
derarugen Eigenschaften konnen enlweder entdeckl oder emworfpn t j-*^ !" ""7™™nfi«>;MolekuIe mil 

gru«tS[Sfn'r" Signalve^cbeimngsverfahren beschrieben worfen. Signale vom HIntcr- 

geglSlteten Signals inteAalb dn« SSm^.^TT^, ^«ig*tens 5 ZeildifiFen-nzen des 

SchweUenwertesliegen ""^ 25 Ze.tdifibienzen unterhalb des visuell bestinuntcn 
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- die von der Probe ausgehenden, aus mindeslens einem MeBvolumenelemenl V slainmenden Fluoreszenzsignale 
miltels mindestens zweier Detektionseinheiten detektiert werden, 

- die jeweiis in den Detektionseinheiten detektierten Signale in beliebige Abschnitte zerlegt werden, 

- die Anzahl der in mindeslens einein Zeilabschnill enlhaltenen Signale und/oder die Z^itinlervalle- zwischen Si- 
gnalen in den Zeitabschnitten ermitlelt werden, ' / 5 

- fiir mindeslens einen Zeitabschnitt der ersten Detektionseinheit eine Koinzidenzanalyse der ermitt^ten Daten mit 
mindestens einem Zeitabschnitt der zweiten Detektionseinheit durchgefiihrt wird, wobei die Koinzidenzanalyse 
eine Kreuzkorrelation uriter Erraittlung der KieuzkonelationsampUtude 0(0) und/cder eine logische UND-\br- 
knupfung beinhallet, 

- mindestens eine Slatistik der Resultale der Koinzidenzanalyse erstelit wird, und/oder die Resullale einer Schwel- lo 
lenwertanalyse unterzogen werden, 

- diese oder mindeslens eine Kombination mehrerer Statistiken nach dem \brhandensein von Merkmalen, welche 
fiir eine Assozialions,- Dissoziations,- Verknupfungs- oder Spaltreaktion oder Konformalionsanderungen charakie-^ 
rislisch sind, bewertet wird. 

• * * • 15 

In einer bevorzugten AusfUhrungsfomi betragt das MeBvolumenelemenl V weniger als 10"'^ 1. 

Es isl weiterhin bevorzugt, daB die Detektionseinheiten unterschiedliche spektrale Delektionsempfindlichkeiten auf- 
weisen. • . , 

Insbesondere kann im Rahmen def Koinzidenzanalyse die Koinzidenz durch Kreuzkonelation und/oder logische 
UND-Verkniipfung erraittelt werden. Bei der Kreuzkorrelation ist es bevorzugt, die Amplitude G(0) zu bestimmen. Es isl 20 
jedoch auch moglich, die Amplitude G(x) fiir die Koinzidenzanalyse heranzuziehen. 

Es kann weiterhin bevorzugt sein, die Probe miltels eines Lesers zu beleuchten, der elektromagnetische Strahlung 
mindestens einer Wellenlange emittiert, die geeignet ist, die mindestens zwei in der Probe enlhaltenen Farbstoffe anzu- 
regen. Es ist jedoch auch moglich, Laser zu verwenden, die mehr als eine Wellenlange emittieren, oder mehrere Laser zur 
Anregung derRuoreszenzemission einzuselzeri. 25 

Abhangig von der gewunschten Toleranz fur falsch-positive bzw. falsch-negalive Resullale isles moglich, mittels des 
erfindungsgemaBen Verfahrens unter Verwendung der Kreuzkonelalionsanalyse Analysezciten imBereich von 1 bis 2 s 
zu erzielen. Schnellere Analysen konnen durch eine on-line Evaluierung der Kreuzkorrelationsdaten ermoglichtwerden. 
Das Korrelaiionsverfahren ist ein EchlzeiiprozeB, so daB ein on-line Fitliog wahrend des Konelatibnsveifahrens moglich 
isL Im Falle des Screenings auf Restriklionsendonukleaseaktivitat soUten i. d. R. die meisten Plroben negativ sein, da eine 30 
spezifische Enzymakdvitat in einer belicbigen Library ein relatives seltenes Ercignis darslellt. Obwohl die Verteilungs- 
funktionen der negativen Proben bei Analysezciten von 760 ms relativ breit sind, konnen dennoch Zweidritlel klar von 
posidven Refercnzen unterschieden werden (sieheFig. 5). Bei Verwendung einer Gauss'schen Funktion fiir positive Pro- 
ben und Fcstsetzung einer Toleranzschwelle, welche die Anzahl nichtidentifizierter posiliver Proben in einem Screening- 
lauf definiert, kann ein Schwellenwert ftir G(0) fiir eindeulig negative Proben definiert werden. Alle Proben mit einem 35 
G(0)-Wert unterhalb dieses Schwellenwertes konnen unmittelbar einer weileren Analyse mit derselben Analysezeit zu- 
gefiihrt werden. Es resultiert somit eine verdoppelte Analysezeit, fur die wiederum ein Schwellenwert definiert wird. Da 
die Verteilungsfunklionen bei Analysezeiten von 1 .6 ms signifikant besser separiert sind, werden die meisten Proben als 
falsch-posidtive identifiziert. Positive Proben werden nochmaligen Analysen zugefuhrt, bis die gewunschte Signifikanz 
erreicht ist. Es ist somit moglich, mit im Binzelfall zu bestimmenden Analysezciten unter Zugnindelegen eines ge- 40 
. wiinschten Signifikanzniveaus eine adaptive Auswerlung durchzufuhren. ' 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahrcn ist es nicht zwingend notwendig, eine Korrelation durchzufuhren, wie es eine 
fundamentale Voraussetzung fiir die Einfarben-FCS ist Die Zweifarben-Huoreszenzkreuzkonelation isl unabhangig von 
Massenunterschieden und basiert auf der Identifikadon von Fluktualionen, die simultan in zwei Detekdonskanalen auf- 
Ircten. Die Koinzidenzanalyse kann somit durch ein logisches UND bzw. Multiplikadonsglied auf Hardwareebene reali- 45 
siert werden. 

Ein besonders hervorzuhebender Vorteil fiir die Entwicklung von homogenen Assays auf der Basis des erfindungsge- 
maBen Verfahrens, insbesondere unter Anwendung der Zweifarben-Ruoreszenzkreuzkorrelationsanalyse, ist die gene- 
relle Anwendbarkeil und Rexibilitat der Melhode. Das Targetdesign fur konvendonelle Einfarben-FCS ist limitiert durch 
die Notwendigkei^ positive und negative Proben uber die DifFusionszeiten der fluoreszenlen Molekiile zu urilerscheiden. . 50 
Andere Fluoreszenztechniken wie FRET oder Fluoreszenzquenching sind dadurch eingeschrankt, daB zwei Fluorophore 
sich in geeigneler raumlicher Nahe zueinander befinden miissen. Sie konnen jedoch zum Nachweis von Konformalions^ _ 
anderungen durchaus geeignet sein. Fluoreszenzpolarisation erfordert eine verandene Ruorophorflexibilttat, urn eine 
Reaktion detektieren zu konnen. Auf dem erfindungsgemaBen Verfahren basierende Assays unterliegen nicht diesen Li- 
mitationen. Das Screening auf enzymadsche Aktivitat sowie auch auf Inhibitoren enzymatischer Prozesse wird entschei- 55 
dend vereinfachL Unler Anwendung der Fdnzipien der evolutiven Biotechnologie in Kombination mit dem erfindungs- 
gemaBen Verfahren und neiien Mutagenesetechniken ecOffhen sich MogHchkeiten fUr das Design bzw. die Optimierung 
einer Vielzahi katalylischer Funktionen. 

Das crfindungsgemaBe Verfahren und seine AusfUhrungsformen zeichnen sich durch folgende Vorteile aus: 

Bei Erzeugung eines zweifarbigen Anregungslichtes in nur einer Lichtquelle wird ein geringerer Juslageaufwand er- eo 
forderlich. Es ergibl sich eine Erhohung der Stabilitat bezuglich der Deckungsgleichheit der beiden konfokalen Wu- 
menelemenle. Storende Wellenlangen auBerhalb der spektralen Anregungsbereiche bzw. innerhalb der Emissionsberei- 
che der beiden Marker-Fluorophore konnen durch geeignele opdsche Filter herausgefiltert werden. Eine Anpassung der _ 
reladven IntensitSlen und Strahldurchmesser fiir beide Farben kann ebenfalls unter Verwendung geeigneler Filter erfolr.I 
gen. "^'65 

Unter Verwendung einer flexiblen on-line Auswertung lassen sich sehr kurze Unlersuchungszeiten je Einzelprobe von 
< 1 s erzielen. Die MeBzeit fiir positive Proben laBt sich zyklisch verlangem, so daB Probencharakierisierung und Vali- 
dierung in das Screening inlegrierl werden. Die Minimierung der Untersuchungszeiijeder Einzelprobe flihrt zu einer Op- 
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iIhS ^=;^r'""t^'!=''ungszeit in. Screening, ErfindungsgemaB ist eine Redukiion der Auswertung von W 
latwnsdalen auf dm KorrelatK«samplitude bei gleichEeiiiger starker Einschrankung der feien fZS^ 
^^J^.de„.erfindungsgemaBenWahn»laBl«chdieSubs.raftonze„.^^^ 

veSid:£ S;Lt„"tS^;:,t:5r"' Res.rik«onsendo„„k,e4eakUviU. bei 

von P J,f ?' .t, ^'f *f '^.^It^^^^lig^n «nzelnen KreuzkorrelaUonspunkte und ihre Standaidabweichungen die 
von Prober, inil bzw. ohne RestnkUonsendoDukleaseaklivilal erhalten wurden -"wcicnungen. a.e 

Fjg. 1 zeigt lypische Kreuzkorrelationskurven, die von Proben mil bzw ohnp P».cir;w;r^n™^« 1,1 1 • . . . 
men .n Fel.druck) mkub.ert wurde. durchgeffihrt Die Korrelationszeiten betrugeti 760 ms (gepunktete lS 

Lochblendcndurchmesser rcflektiert ofFenhar den iTomnroLrR • u j -T T nm). Dercmutlelte opUmalc 
DjeKUv N.A. - 1.2) ,n einem Epi411uininationsaufbai., so daB die zwei ubereinandeigelagerten Foci in der 
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Probe ein konfokalcs MeBvolumenelement in der GroRenordnung von Fenuolilem bilden. Das einiuiertc Fluoreszenz- 
licht wird durch das Mikroskopobjekliv gesammell, miltels dichroitischem Spiegel vorn Anregungs-strahiengang sepa- 
•riert und mitiei.s eincrLinse auf cine Lochblende fokussiert. Die Lochblende variablen Durchmessers isi in der Bildebene 
der Linse angcordnel und kann in x-, y- und z-Richlung jusiierl werden. Die Fluoreszenze mission wird parallelisiert, 
durch einen dichroilischen Spiegel in eine grune und roie Fraklion separien und auf zwel Avalanche-Photodioden refo-* 5. 
kussierl. i 

Ausfuhrungsbeispiel 1 

Verwendete Maierialien: 10 

Typ n Reslriklionsendonukleasen (E.G. 3.1. 2L4) EcoRI (25U/pl), BamHI (lOU/pl), .Sspl (8U/)al) und Hindin 
(25 V/\i\) wurdcn von der Fa. Stratagene (La JoUa, GA) erworben; die Enzymaktivitaten sind in Klammem angegeben. 
Fluoreszenzinarkierre 66 nt Oligonukleodde Gy5-ATGGCTAATGAGGGAGAATAGGGATGGGAA TTGAA-~ 
TATTGGTAGCTACGGGCTITGCGCTCGTATG und RhG-GATAGGAGCGGAAAGCCCGTAGGTACCAATAlT- 15 
GAATTGGGATGGCTATTCTCG GTCATTAGCCAT wurden durch die Fa. MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland) 
synthedsien und HPLG-gereinigl; das erste Oligonukleodd weist am 5*-Terminus als Fluoreszenzmarkcr Cy5.(Amers- 
ham, UK) auf, wahrend das zweile Oligonukleotid mil Rhodamine Green RhG (Molecular Probes) gelabelt ist Bet Hy- 
bridisierung der beiden komplementanen Strange ergeben sich Erkeonungsstellen fur BamHI (dnfocb unteistrichen), 
EcoRI (doppeli unterstricben) und Sspl (gepunklet). Die Hybridisiening der komplementaren Strange erfoigte bei Kon- 20 

. zentralionen von 1 pM in 100 mM KOAc, 25 mM Tris-Acetat, pH 7.6, 10 mM MgOAc, 0.5 mM p-Mercaptoeihanol, 
10 pg/ml BSA unter Erhitzen der Losung auf 94X und anschliefiendes Abkuhlcn auf 23'C mil duem Tbmperatuigra- 
dienten von 1 .2 •C/rain. Als Rcsultat cntstand cin zwdfach-markicncr DNA-Doppelslrang mil Erkennungsstelleh fiir 

" BamHI, EcoRI und Sspl. 

• 25 

Homogener Restriktionsendonuklease-Assay: 

Endonuklease- Assays wurden fiir 3 Stunden bei 3VC durchgefiihit. Der ReaktionspuflFer enthielt 150 mM. KOAc. 
37.5 mM Tris-Acelat, pH 7.6, 15 mM MgOAc, 0.75 mM p-Mercaptoethanol, 515 yigfml BSA, 0.05% Triton X-lOo! 
0.5% Glycerol, 1-20 nM getabeltes DNA-Substrat und uberschussige Anteile (0.08- 0,25 U/ul) an Restriktionsenzymen 30 
BamHI, EcoRI. Sspl und HindiU. . 

Opdscher Aufbau: 

Die Messungen erfolgten unter Verwendung eines Zweifarben-Fluoreszerizkreuzkbrrelationsspektrometers (Dual-co- 35 
lor ConfoCor, C Zeiss. Obcrkochen, Deutschland). Das konfokale MeBvolumen von 0.44 fi wurde durch tJberlagening 
der Foci eines Afgon-Ioncn-Lascrs (488 ran) und eines Helium-Neon-Lasers (633 nm) gebildeL Die Huoreszenzemissi- 
onssignale wurden separal unter Verwendung von zwei Avalanche-Photodioden detekdert; im Emissionsstrahlengang 
befand sich eine konfokal angeordnete Lochblende, Das Spektrometer war init einem Thermostaten ausgestattet Der Fo- 
kus wurde 100 pm uber dem Boden des jeweiligcn ProbengefaBes positioniert Die MeBlemperatur betnig 22**C Die 40 
Proben wurden in Probeniragem im Mikrotiterplattenform&l voigelegt Hierbei handelte cs sich eniweder urn kontami- 
natibnsfrei verschlossene PlasUkfoUen (Max-Planck-Insdlut fiir Biophysikalische Chemic) oder um komnierzielle Deck- 
glaskammem (Nunc, Danemark), 

. Kreuzkorrelationsanalyse: 45 

Der theoretische Hintergrund der Kreuzkorrelationsanalyse wurde delailliert von Schwiile et al. (Biophys. J. 72, 
1 878-1 886. 1 997) beschrieben. Auf den OfFenbarungsgehalt dieser Publikatiori wird Bezug genommen. Die Daten der 
Kreuzkorrelation wurden unter Verwendung eines dreidimensionalen Modells fUr einzelne diffiindierende Partikel eva- 
luiert (Rigler und Widengren, Bioscience 3, 180-183, 1990): 



G(T) = G(0)- 
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G(0) bezeichnet die Korrelationsamplitude bei t = 0, welche proportional zur Konzentradon zweifach-gelabelter Mo- 
lekule im zylindrischen MeBvolumen des Radius ro und der halben Lange tq ist. Der Parameter toiffSteht gemaB der Glei- 
chung XDiff = ro /4D in einem uragckehrt propottionalen Zusammenhang zum Diffusionskoeffizienlen D. Die experimen- 60 
lellen Daten wurden unler Anwendung des Access 2.0 Prograinms der Fa. EVOTEC BioSystems GmbH miueis nichdi- 
. nearem Least-square Marquardl-Fil prozessiert G(0) war der einzige freie Parameter bei der Evaluierung der Kreuzkor- 
reladonsmessungen. Der Strukturparameter Zo/ro wurde mittels Autokorrelauonsmessungen an freier Farbstofflosung er- 
mittell; die durchschnittliche Diffusionszeit tpiff des Substrates wurde mittels einer 60 s Messung ohne Zusatz von En- " 
zym besliinmt. Beide Parameter wurden im Fitting der Kreuzkorrelatipnsdatcn voigegeben. " 65 
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Slalistische Evaluierung: 

Ein typiaAes Set Kreuzkorrelationsmessungen enlhielt 100 Kurven, welche unier Verwendung von Akkumulations- 
zc,.en E«.schen 760 ms und wemgen Sekunden aufgeaommen wurden. Aus jede.u Set wutde diiTAmpliludeS^. 
Che mmels Fimng erhalten wurde .n e.ne.n Histogramm aufgeiragen (Details siehe Fig. 3). Die Analyse irgXL 
O(0)-Verle,lungsfunkUonen njuieb Gauss-Funktion approximiert we«leri konrien. Die Miaelwerte GSu^-kunktic! 
nen korresponAeien mit den durch^hnilUichen Kon«„^^^^^^ 

ilreuung der emzelnen Messungen widerspiegeln. Utn ein MaB fiir die Unlelscheidbarkeit der Verteilungsfunktionenl 
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